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Ratos tratados com a neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropirindina (MPTP) têm sido utilizados como modelo de déficit cognitivo 
observado na fase inicial da doença de Parkinson (DP). A principal vantagem 
deste modelo é que os animais apresentam déficit cognitivo na fase inicial da 
DP, mas não apresentam déficits sensório-motores grosseiros que possam 
afetar os comportamentos nas tarefas cognitivas. O objetiv do presente estudo 
foi realizar um acompanhamento detalhado e longitudinal de parâmetros como 
imobilidade,locomoção, rotações e visitas em áreas da caixa moradia onde os 
animais geralmente dormem, bebem e se alimentam. 100 µg de uma solução 
de MPTP foi bilateralmente infundida na substância negra parte compacta 
(SNc) de ratos machos adultos. Os ratos SHAM operados receberam uma 
infusão de salina o qual é utilizado como veículoPor uma semana antes e 3 
semanas após a cirurgia, os ratos foram individualmente alojados em caixas 
Noldus Phenotyper sob sistema de monitoramento contínuo (Ethovision). 
Embora severos escores comportamentais variaram ao longo do tempo, 
animais MPTP e SHAM diferiram de forma leve no parâmetro de locomoção. 
Eles apresentaram redução significativa de locomoção 21 dias após a cirurgia e 
uma tendência a caminhar mais lentamente 14 e 21 dias após a cirurgia. Os 
picos de atvidade locomotora (acrofase) não diferiram entre os grupos. A 
preferência por sacarose foi testada uma vez por semana e o tempo gasto nas 
áreas de bebida e comida foram avaliados continuamente. Digerença entre os 
grupos não foi observada. Não foi observada também diferença entre os 
grupos no parâmetro de análise da marcha no equipamento Catwalk (Noldus). 
Quando uma das garrafas de água foi substituída por sacarose, não foi 
observada diferença entre os grupos. Esses achados proporcionam um forte 
apoio a hipótese de que os ratos tratados com MPTP não apresentam 
alterações motoras e alterações motivacionais que possam afetar nas medidas 
comportamentais que avaliam deficits cognitivos. 
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Rats treated with the neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyrindine (MPTP) have been used as a model of cognitive deficits 
observed in the early phase of Parkinson´s disease (PD). The main advantage 
of this model is that the animals present the cognitive observed in the early 
phase of PD, but do not present gross sensorimotor deficits that could affect the 
behaviors scored in cognitive tasks. The goal of the present study was to make 
a detailed and longitudinal follow up of immobility, locomotion, gait, rotations, 
and visits to areas of the home cage where the animals usually sleep, drink, 
and feed. 100 µg MPTP was bilaterally infused into the substantia nigra pars 
compacta of adult male Wistar rats. SHAM operated rats received intranigral 
infusion of saline. For 1 week before surgery and 3 weeks after surgery rats 
were individually housed in Noldus Phenotyper cages under a continuously 
video-tracking system (Ethovision). Although several scored behaviors varied 
along the time, MPTP and SHAM animals differed in very few locomotor 
parameters. They presented significantly reduced locomotion 21 days after 
surgery and a trend to walk more slowly 14 and 21 days after surgery. The 
peaks of locomotor activity (acrophase) did not differed among groups. The 
preference for drinking sucrose was tested once a week and the time spent in 
the feeding and dinking areas evaluated continuously. No significant difference 
among groups was observed. No significant difference among groups was 
observed for gait parameters analyzed in a Cat-Walk apparatus (Noldus). When 
one of the water supply was replaced by sucrose, no significant difference 
among groups was observed for sucrose preference. These finding provide a 
stronger support to the assumption that the MPTP rats do not present motor 
sensorymotor and motivational alterations that can affect the behaviors 
measured to evaluate cognitive impairment.  
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DA – Dopamina 
DAT – Transportador de dopamina 
COMT - Catecolamina orto-metiltransferase  
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1.1 Doença de Parkinson 
 
A doença de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez pelo médico 
inglês James Parkinson em 1817, denominando-a “Paralisia Agitante” 
(PARKINSON (1817) nome que originariamente deu à doença. Nesse ensaio, 
ele descreveu quatro casos clínicos de pacientes que apresentavam tremor de 
repouso nos membros superiores, rigidez muscular, lentidão de movimentos e 
instabilidade postural, o que proporcionava muitas quedas. À época a DP 
passou a ser considerada uma desordem apenas motora, sem qualquer 
comprometimento cognitivo. Em 1962 Jean-Martin Charcot sugeriu a mudança 
de nome da enfermidade “Paralisia Agitante” para “Doença de Parkinson”. 
Charcot foi o primeiro a estabelecer um protocolo de tratamento para a doença, 
sendo também quem inicialmente caracterizou a existência de disfunções 
cognitivas (MENEZES e TEIVE, 2003). 
Atualmente, há vários estudos evidenciando os sintomas pré-motores 
associados à doença. A depressão é um dos mais comuns desses sintomas 
(ZAHODNE et al., 2011). A anhedonia (perda da capacidade de sentir prazer) é 
um sintoma central em alguns estados depressivos (SLATTERY et al., 2007). 
Estudos sugerem que a depressão na DP esteja associada com a perda da 
inervação dopaminérgica e noradrenérgica em componentes corticais e 
subcorticais do sistema límbico (REMY et al., 2005).  
Além disso, parkinsonianos também apresentam uma variedade de 
disfunções cognitivas tais como déficits de memória de procedimentos, 
memória operacional e déficits visuo-espaciais e de outras funções executivas 
(p. ex. atenção). Déficits em funções executivas e memórias de trabalho estão 
relacionados a danos no lóbulo frontal (LEWIS et al., 2003). Pacientes que 
apresentam déficits em funções executivas também apresentam como 
consequência déficits de aprendizagem (JACKSON et al., 1995), sugerindo que 
núcleos basais e córtex pré-frontal compartilhariam papeis importantes nesses 
processos cognitivos. Desse modo, o sistema via nigroestriatal degenerado 
afetaria essa conexões e consequentemente, afetaria as habilidades cognitivas  
(DUBOIS e PILON, 1997). 
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Outro sintoma na doença de Parkinson é  o transtorno do sono REM (do 
inglês, rapid eye movement); os pacientes apresentam insônia, movimentos 
anormais durante o sono (movimento periódico dos membros) (ADLER et al. 
,2005), e excessiva sonolência diurna (DE COCK et al., 2008). Devido a 
múltiplas variáveis associadas na DP, o mecanismo dos distúrbios do sono 
REM ainda não está completamente elucidado, mas uma aparente relação com 
o sistema dopaminérgico vem sendo discutida na literatura.  
 
1.2 Dopamina e doença de Parkinson 
 
A doença de Parkinson é caracterizada por uma progressiva perda de 
neurônios dopaminérgicos da substância negra parte compacta (SNc) do 
mesencéfalo (HIRSCH et al., 1988) e da subsequente depleção de dopamina 
(DA) no corpo estriado. Embora a doença seja diagnosticada por sinais 
motores,  os sintomas não-motores (funções cognitivas e emocionais) surgem 
primeiro. Quando sinais motores são diagnosticados, 58 a 64% dos neurônios 
dopaminérgicos da SNc foram perdidos e o conteúdo de dopamina estriatal foi 
reduzida em 60-80% (TISSINGH et al., 1998). 
O neurotransmissor dopamina (3,4-dihidroxi-feniletanamina,DA) é uma 
amina biogênica do grupo das catecolaminas. A síntese da DA ocorre a partir 
da hidroxilação do aminoácido tirosina (S)-2-Amino-3-(4- 
hidroxifenilpropanóico), através da ação enzimática da tirosina hidroxilase (TH) 
forma L-DOPA (3,4-diidroxifenilalanina). Esta, por sua vez, é convertida a DA 
pela enzima DOPA descarboxilase (SIEGEL et al., 2006;). 
A DA é então transportada para vesículas sinápticas pelo transportador 
vesicular de dopamina (VMAT, do inglês vesicular monoamine transporter) 
(KANDEL, 2000). Após ser liberada, ela é recaptada para os terminais 
sinápticos pelo transportador de dopamina (DAT, do inglês dopamine 
transporter). A DA citosólica é metabolizada pelas enzimas monoamina oxidase 
(MAO) e catecolamina orto-metiltransferase (COMT). A MAO possui duas 
isoformas, a MAO-A e a MAO-B e se encontra ligada à membrana mitocondrial 
externa; A COMT também possui duas isoformas: a COMT-MB que se 
encontra ligada à parte extracelular das membranas pré- e pós-sinápticas e a 
COMT-S presente em solução no meio extracelular.  Os produtos finais da 
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metabolização da DA são o ácido homovanílico (HVA, do inglês homovanillic 
acid) e o ácido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC, do inglês 3,4-
dihydroxyphenylacetic acid) (BJORKLUND e DUNNETT, 2007). 
Os efeitos da dopamina são mediados pela ligação com receptores 
acopladas à proteína G Existem duas famílias de receptores da DA:  os 
receptores do tipo D1 (compreendendo os receptores D1 e D5) e  os 
receptores do tipo D2 (compreendendo os receptores D2, D3 e D4). Os 
receptores do tipo D1 ativam a enzima adenilato ciclase via proteína Gs e 
também ativam a enzima fosfolipase C; os do tipo D2 inibem a adenilato ciclase 
via proteínas Gi e Go (MISSALE et al., 1998). 
A maior via dopaminérgica no encéfalo é a via nigroestriatal a qual 
contém cerca de 80% da DA encefálica. Ela é formada por neurônios da 
substantia nigra pars compacta (SNc) com as terminações que inervam 
ricamente o núcleo caudado e o putâmen, dois núcleos que, em seu conjunto 
são denominados de neoestriado ou estriado dorsal. O estriado é assim 
designado pelo aspecto listrado dos tratos de fibras brancas que correm por 
ele; a substância negra é assim denominada pela pigmentação negra 
decorrente da presença de neuromelanina (STANDAERT et al., 2009).  
Existem também as chamadas vias meso-límbica e meso-cortical. Elas 
são formadas por neurônios do mesencéfalo denominada área tegmental 
ventral (VTA).  Os neurônios dopaminérgicos da VTA têm projeções para o 
córtex préfrontal, o núcleo accumbens e outras estruturas límbicas. Essas 
estruturas desempenham um papel importante na motivação, em particular nos 
mecanismos de recompensa, no pensamento orientado para metas, na 
regulação do afeto (STANDAERT et al., 2009). 
Existe também a via túbero-infundibular que termina no hipotálamo e 
regula a secreção de prolactina (PIVONELO et al, 2007). 
 
1.3 O papel dos núcleos da base no controle neural do 
movimento 
 
O corpo estriado faz parte dos núcleos da base. Ele é formado pelos 
núcleos caudado, putamen e pelo estriado ventral, sendo que esse útlimo inclui 
o núcleo acumbens (GERFEN e SURMEIER, 2011). O estriado é o local onde 
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a DA está presente em maior concentração (BOLAM et al., 2000) e onde 
grande parte do processamento de informação relacionada à seleção de ações 
é efetuada. A DA desempenha um papel central na modulação desse sistema 
ao sinalizar quando movimentos dever ser executados para que se atinja um 
determinado objetivo com sucesso (STANDAERT et al., 2009). A variação na 
concentração sináptica da DA têm uma grande importância para a seleção de 
ações motoras, estados motivacionais e aprendizagem (SCHULTZ, DAYA e 
MONTAGNE, 1997). 
Os neurônios de projeção do estriado pertence à classe denominada de 
”neurônios espinhosos médios”. Essas células têm dendritos com uma alta 
densidade de espinhos. São nesses espinhos dendríticos que ocorrem as 
sinapses (glutamatérgicas) entre axônios de neurônios corticais e os neurônios 
espinhosos médios. Os neurônios espinhosos médios liberam o 
neurotransmissor GABA. Eles são divididos em duas classes de acordo com 
seu alvo de projeção: os da via direta fazem projeções diretas para os núcleos 
de saída dos núcleos da base – o globo pálido interno e substância negra parte 
reticulada (SNr). Já os neurônios espinhosos médios da via indireta fazem 
projeções indiretas via globo pálido externo (GPe) e núcleo subtalâmico (NST) 
para os mesmos núcleos de saída (GERFEN e SURMEIR, 2011). 
Na DP, devido à depleção de DA no estriado, a transmissão sináptica 
entre os neurônios do córtex e os neurônios estriatais das vias direta e indireta 
encontra-se comprometida: a via direta apresenta uma redução na sua 
atividade e a vida indireta um aumento. Como consequência a seleção e o 
início de ações motoras estão reduzidos. Isso explica a lentidão anormal dos 
movimentos observada nos pacientes com DP (BLANDINI  et al., 2000). 
 
1.4 Modelos animais da doença de Parkinson 
 
A compreensão da patofisiologia da DP tem avançado em grande parte 
devido ao desenvolvimento de modelos animais dessa doença. Os principais 
modelos animais da DP foram desenvolvidos em macacos, ratos e 
camundongos. Os modelos por lesão neurotóxica de neurônios dopaminérgicos 
são muito utilizados por serem facilmente reprodutíveis e de menor custo 
(SCHWARTING e HUSTON, 1996(a), 1996(b)).Várias toxinas são utilizadas 
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para causar a lesão da via nigroestriatal, dentre essas estão a 6-
hidroxidopamina, a rotenona e o 1- metil-4-fenil-2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) e 
modelos genéticos como por exemplo, a mutação na proteína α-sinucleína 
(BETARBET et al., 2002). 
A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) foi o primeiro agente químico descoberto 
com efeitos neurotóxicos em vias catecolaminérgicas (SACHS e JONSSON, 
1975). A toxicidade induzida pela 6-OHDA é devida à interação preferencial 
pelos tranportadores de dopamina e noradrenalina pela similariedade da 
molécula com estas (LUTHMAN et al. 1989). Dentro dos neurônios, a 6-OHDA 
acumula-se no citosol e induz a morte celular por apoptose (JEON et al., 1995). 
Já a rotenona é um pesticida e sua toxicidade em vias catecolaminérgicas é 
devido a inibição do complexo 1 da cadeia respiratória. Doses baixas com 
exposição crônica são suficientes para essa inibição. 
Além de modelos que induzem à doença pela toxicidade gerada à via 
nigroestriatal, análises moleculares genéticas identificaram variantes em genes 
associados a proteínas como α-sinucleína (SNCA) e parkina (PARK2), por 
exemplo. A proteína α-sinucleína foi encontrada em corpos de Lewis e 
mutações nos genes. Então, modelos tem focado no uso de comundongos 
transgênicos ou drosófilas e no entendimento de como se dá essa mutação 
(BETARBET et al., 2002; DENG e YUAN, 2014). 
 
1.5 O Modelo do MPTP  
 
A neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) foi 
descoberta em 1983. Por algum tempo esta se tornou a principal toxina 
utilizada em modelos animais que mimetizam as características de 
parkinsonismo (BEAL et al., 2001).   
O MPTP é altamente lipofílico; após atravessar a barreira 
hematoencefálica, é metabolizado a 1-metil-4-fenil-2,3-diidropiridina (MPDP) 
pela enzima monoamina oxidase B (MAO B) nas células da glia. Esse 
metabólito é então oxidado produzindo o metabólito 1-metil-4-fenilpiridina 
(MPP+), um potente agente oxidante (NICKLAS et al. 1985, 1987; 
PRZEDBORSKI e VILA, 2003). 
18 
 
 O MPP+ tem afinidade pelos transportadores de DA e como os 
neurônios da SNc possuem concentração de transportador de dopamina 
extremamente alta, isto torna a região altamente susceptível à lesão por esta 
toxina. O MPP+ captado pelo neurônio se concentra na mitocôndria, onde inibe 
ocomplexo I da cadeia transportadora de elétrons, reduzindo a produção de 
ATP e aumentando as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. As espécies 
reativas de oxigênio causam degeneração das macromoléculas celulares, 
como a membrana plasmática ou o DNA. Esta degeneração inicia um ciclo que 
aumenta a síntese de espécies reativas de oxigênio, e causa morte por 
apoptose (SMEYENE et al., 2005; BEAL, 2001). 
Assim, em 2001, no de trabalho de Da Cunha et al., 2001, os animais 
lesados com MPTP apresentaram déficits na aprendizazem sem afetar a 
capacidade motora; desde esse primeiro modelo do estágio inicial da DP com a 
toxina, estudos posteriores observaram que os animais tratados com a toxina, 
apresentaram também, déficits específicos de memória de procedimentos e 
memória operacional. Porém, esses animais mantiveram a capacidade de 
aprendizagem para tarefas de memória espacial (MIYOSHI et al., 2002). 
Mesmo após 21 dias da infusão de uma alta dose da toxina (100µg/µL), os 
animais não apresentaram nenhuma alteração motora (REKSIDLER et al., 
2007). 
Desse modo, ratos tratados com  MPTP apresentam-se como um bom 
modelo para mimetizar os sintomas não-motores da doença porque eles não 
apresentam alterações  motoras grosseiras,  o que não interfere com testes de  
funções cognitiva. Kalaria et al., 1987 sugere que a falta de efeito neurotóxico 
da administração sistêmica do MPTP é possível devido ao fato que as células 
endoteliais dos capilares sanguíneos do encéfalo de roedores têm altos níveis 
da enzima MAO-B. Estes autores afirmam também que a ligação irreversível 
entre o inibidor da MAO, [3H]Pargilina, foi 10 vezes maior em camundongos 
que em humanos e que a oxidação do MPTP a MPP+ foi 30 vezes maior em 
camundongos que em humanos. Dessa forma, quando o MPTP é administrado 
em roedores por uma via sistêmica a maior parte das moléculas são 
metabolizadas a MPP+ antes de chegar aos neurônios. Embora o MPP+ seja o 
composto neurotóxico, ele tem uma meia vida curta e é transformado em um 
metabólito não-tóxico antes de chegar aos neurônios.  
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Desse modo, muitos estudos comportamentais e bioquímicos validando 
o modelo do MPTP em ratos para estudos dos mecanismos e de tratamentos 
da DP têm sido publicados (SMEYENE et al., 2005; BEAL, 2001; 
PRZEDBORSKI et al. 2001). Em particular o modelo do MPTP em ratos têm 
sido bastante usado em estudos de screening de drogas para o tratamento de 
quadros demenciais associados à DP (HUANG et al., 2015; HSU et al., 2015; 
HO et al. 2014; DAS et al., 2014; CASTRO et al., 2013). Porém, em nenhum 
desses estudos foi feito um acompanhamento contínuo e de longa duração do 
fenótipo comportamental desses animais e das alterações neuroquímicas 
concomitantes. Nesse trabalho, usamos um equipamento que permite o 
monitoramento comportamental contínuo (em anexo, pg 60) para estudar as 
alterações induzidas pela administração de MPTP na SNc ratos por um período 


























2.1 Objetivo geral 
Realizar a fenotipagem comportamental do modelo de parkinsoninsmo 
em ratos induzido pelo MPTP antes e após a lesão pela toxina. 
 
2.2 Objetivo específico 
 
Monitorar por três semanas e de forma contínua comportamentos 
sugestivos de déficits motores, motivacionais, de ritmo circadiano e de 
comportamentos do tipo depressivo  decorrentes da lesão da substância negra 
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Rats treated with the neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyrindine 
(MPTP) have been used as a model of cognitive deficits observed in the early 
phase of Parkinson’s disease (PD). The main advantage of this model is that 
animals present the cognitive observed in the early phase of PD, but not the 
gross sensorimotor deficits that could  bias a possible impairment of the 
performance in cognitive tasks. The goal of the present study was to make a 
detailed and longitudinal follow up of immobility, locomotion, gait, rotations, and 
visits to areas of the home cage where the animals usually sleep, drink, and 
feed. 100 µg MPTP was bilaterally infused into the substantia nigra pars 
compacta of adult male Wistar rats. SHAM operated rats received intranigral 
infusion of saline. For 1 week before surgery and 3 weeks after surgery rats 
were individually housed in Noldus Phenotyper cages under a continuously 
video-tracking system (Ethovision). Although several scored behaviors varied 
along the time, MPTP and SHAM animals differed in very few locomotor 
parameters. They presented significantly increased locomotion 21 days after 
surgery in light and dark phase. The peaks of locomotor activity (acrophase) did 
not differ among groups. The preference for drinking sucrose was tested once a 
week and the time spent in the feeding and dinking areas was evaluated 
continuously. It have a decrease in number of entries in feeding area in dark 
phase on day 14. No significant difference among groups was observed for gait 
parameters analyzed in a Cat-Walk apparatus (Noldus). These finding provide a 
stronger support to the assumption that the MPTP rats do not present 
sensorimotor and motivational alterations that can affect the behaviors 
measured to evaluate cognitive impairment.  
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Parkinson disease (PD) is a disorder very common in geriatric 
population (the most prevalent neurodegenerative disease in elderly 
people after Alzheimer’s disease) [1].The most known clinical 
manifestations of PD are the locomotor alterations in the patients. People 
with PD gradually lose voluntary control of their movement which 
interferes with their life quality and wellbeing. Most early phase of PD 
patients present non-motor symptoms which include depression, 
cognitive deficits, sleep dysfunction, hyposmia, and dysautonomia [2, 3]. 
In later phases motor impairment signs contribute to worsen the quality 
life of PD patients. Motor symptoms include resting tremor, rigidity, 
slowness (bradykinesia) and postural instability [4]. 
At the cellular level idiopathic, PD consists of a progressive loss of 
dopaminergic cells of the substantia nigra pars compacta (SNc), and the 
formation of protein aggregates of α-synuclein into the neurons, forming 
the Lewy Bodies [5]. Neurons in SNc project to the neostriatum, a circuit 
related with control of voluntary movement, procedural learning, and 
motor action selection [6, 7]. Dopamine from the SNc has also being 
associated with reward processing and sleep regulation [8, 9]. Thus, the 
dopaminergic deficit resulting from the cell death may explain, at least in 
part, several of the symptoms seen in [10]. The exact cause of this neural 
loss is unknown, although it is probably the consequence of several risk 
factors including environmental and genetic alterations [11].  To this date 
there is no cure for PD and the golden treatment is the administration of 
levodopa (the dopamine precursor). However, levodopa does not prevent 
further neuronal loss, so it loses its effect over time; additionally, it has 
side effects such as hormonal alterations, allucinations, and dyskinesia 
with prolonged use [12]. So a better understanding of the etiology of the 
illness, and how the dopaminergic system contributes to the clinical 
manifestations, it is fundamental to reach better therapeutic options. In 
this regard, animal models represent a valuable tool for understanding 
the pathophysiology of PD. 
The most common animal models used in PD research is the 
systemic or local injection of a toxin selective for dopaminergic neurons, 
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e.g., 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP).  This toxin is 
widely used in monkeys and mice and is injected subcutaneously. For 
unknown reasons, rats are less sensitive to the effects of MPTP than 
other species, so the administration for rats should be done locally into 
the SNc. This feature makes the rat model a good tool to study early 
stages of the disease when non-motor symptoms are more prominent 
and motor symptoms are less noticeable. The local SNc injection of 
MPTP in rats has been demonstrated to induce depressive-like behavior 
[13] circadian alterations [14] and minor motor impairment [15-18].  
However, these studies have been done separately or in an acute way 
(one injection of drugs is made once and after some experiments are 
performed). In this case, the experiments are performed in different 
places than the animal live; thus, a full behavioral characterization of the 
effects of intra nigral MPTP in rats is still lacking. 
The aim of this study was to perform a behavioral phenotyping of 
parkinsonian rats and characterize the circadian oscillations of basic 
behaviors such as feeding, drinking and locomotion within the home 
cage; as well as to evaluate the expression of motor symptoms and non-
motor symptoms as depressive-like behavior. For this, we housed 
animals that received an intra nigral injection of MPTP and rats that 
underwent a sham surgery in the instrumented cage PhenoTyper® 
(Noldus, Wageningen, The Netherlands). The animals were recorded for 
24 hours a day during 29 days, and their feeding, drinking, and 
locomotion behavior were registered; in addition, the preference for 
sucrose was also evaluated during these recordings as a measure of 
anhedonia (a well characterized manifestation of depressive-like 
behavior). Furthermore, the motor performance of the animals was 
assessed with the CATWALK (Noldus, Wageningen, The Netherlands) to 







3.3 Materials and methods 
 
3.3.1 Animals 
Thirty two adult male Wistar rats from our own breeding stock, 
weighing 280–310 g at the beginning of the experiments were 
used. The rats were housed one per cage on a 12-h/12-h light/ 
dark cycle (lights on, 7:00 a.m.) with unlimited access to food and water 
in a PhenoTyper 4500 home cages (Noldus, Wageningen, Netherlands,  
http://www.noldus.com/content/phenotyper). The cages are 55cm high 
and  have a floor area of 45 cm x 45 cm. In one of the back corners there 
were a 12 cm vs 14.5 cm black shelter with two openings. In the front of 
the cages there was a chow feeder and places for two water bottles (Fig. 
1). The floor of the cages was covered with a black non-woven fabric 
which provided a better contrast between the animal and the 
background. The PhenoTyper is an observation cage that is optimized for 
video tracking. It is equipped with a top unit with a fully integrated with an 
infrared camera, infrared LED lights and with a high-pass filter blocking 
visible light. The infrared light makes tracking possible in the dark phase 
of the animal independent of the light cycle and is integrated with the 
tracking software. All behavioral testing carried out during the light phase 
of the cycle. All surgical and behavioral procedures were approved by the 
Animal Care and Use Committee of the Universidade Federal do Parana 
(protocol number 907) and are consistent with the Brazilian law 
(Bill#11.794/8 October 2008) and the Guidelines for the Care 
and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research 
(National Research Council 2003).  
 
3.3.2 Experimental design 
Rats were divided into two groups: SHAM (N=10) and MPTP 
(N=10). Seven days after the rats started living in the Phenotyper 
homecages they were operated and returned to the homecages.  
Sucrose preference tests were carried out 4 days before surgery (basal) 
and on days 9 and 15 after surgery. Catwalk tests were carried out 3 
days before surgery (basal) and on days 10 and 16 after surgery (Fig. 2). 
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Independent groups (N= 6) of rats received saline or 2 mg/kg (i.p)  




Seven days after habituation, the animals were divided into a 
control sham-operated group and and SNc-lesioned group of 10 animals 
per group. Rats received atropine sulfate (0.4 mg/kg, i.p.) and were 
anesthetized with 3 mL/kg equithesin (1% sodium thiopental, 4.25% 
chloral hydrate, 2.13% magnesium sulfate, 42.8% propylene glycol, and 
3.7% ethanol in water). 100µg MPTP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
dissolved in 1 µL of saline was bilaterally infused into the SNc through a 
30 gauge stainless needle at a rate of 0.33 μL/min at a site with the 
following coordinates adapted from the rat brain atlas (Paxinos and 
Watson, 1986): AP −5.0 mm, ML±1.8 mm, DV −8.0 mm from the bregma. 
In parallel, sham-operated rats were subjected to the same procedure, 
but were infused with 2 μl of saline instead of MPTP. Immediately after 
surgery, the rats received an intramuscular injection of penicillin-G 
procaine (0.2 ml, 20,000 IU) and were housed individually in home cages 
(45×45 cm) for 3 week e then behavioral phenotyping was analyzing. 
 
3.3.4 Behavioral phenotyping 
Animal were monitored 24 h a day during all the time they were 
inside the Noldus PhenoTyper home cages: 7 days before surgery 
(basal) and 21 days after surgery. Every 2 or 3 days they were kept out 
for 1-2 hs for cleaning the home cages or for other behavioral testing. 
Automated tracking was performed using the EthoVision 3.1 software 
(Spink et al., 2001). The following behavioral parameters were scored 
based on the position of the center of the rat body: travelled distance, 
velocity, time spent not moving (defined as the time locomotion velocity 
was < 0.0003 m/s), and number of clockwise and counterclockwise 360o 
round turns around the cage. The number of tight clockwise and 
counterclockwise (turns over the animal body axis) was scored based on 
the position of the nose and center of the animal’s body.  Immobility time 
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was defined as the time the shape of the animal body varied in less than 
20% of the tracked pixels. In addition, the track of the center of the 
animal’s body was used to score the time spent and frequency of visiting 
in the following areas of interest: shelter (sleeping area), periphery, and 
center of the cage (Fig. 2). In this analysis the areas close to the water 
bottles and food feeder were included as part of the periphery area. In 
another analysis the animal’s nose was tracked to score the frequency 
and time the animals spent in the drinking and feeding areas (Fig. 1).   
It was chosen dates the days -2, 7, 14 and 21 to compare the 
scores of the sham and MPTP group in these parameters. These days 
were chosen because in these days the animals were not submitted to 
the sucrose preference and catwalk tests and were not removed for 
cleaning the homecage.  
 
3.3.5 Automated gait analysis (CatWalk test) 
 
Rats were subjected to gait assesment with The CatWalk automated gait 
analysis system (Noldus information Technology, Wageningen, Netherlands, 
http://www.noldus.com/animal-behavior-research/products/catwalk). The 
apparatus comprises a long glass plate with a fluorescent light beamed into the 
glass walkway floor from one side. In a dim environment, the light is reflected 
downward and the footprints of the rat as it walks along the walkway are 
recorded by a camera mounted under the glass. The following gait parameters 
that were examined: max contact area (maximum area of a paw that comes into 
contact with the glass plate); base of support (width between the front paw and 
the hind paw); stride length (distance between successive placements of the 
same paw); swing (time between successive placements of the same paw); 
swing speed (speed of the paw during a swing); stance (duration of the contact 








3.3.6 Sucrose preference test 
 
Sucrose preference is frequently used as measure of anhedonia 
in rodents (Papp et al., 1991; Wang et al., 2009). Each Phenotyper 
homecage was provided with two bottles of water. The difference the 
weight each bottles in an interval of 24 h was taken as a measure of 
water consumption. In the next day one bottle was randomly switched to 
contain 1% sucrose solution. The sum of water consumption and sucrose 
consumption was defined as the total intake. The percentage of sucrose 
intake was calculated by using the following equation (% sucrose 
preference = sucrose intake × 100 / total intake) [19]. As a positive 
control two independent groups of non-operated rats were placed to live 
in the PhenoTyper home cages for 12 days. Basal water consumption 
was measured on days 3 and 10 and the sucrose preference was tested 
on days 4 and 11. On day 11 half of the rats received i.p. injections of 
saline (N = 6) and the other half received 2 mg/kg reserpine (Sigma-
Aldrich, N = 6). 
 
3.4 Statistical analysis  
Statistical differences among groups were calculated by two way 




The partial lesion of the rat SNc with MPTP did not affect most of 
the evaluated behavioral parameters (Table I). The only significant lesion 
effects detected by two-way ANOVA were on velocity scored during the 
light phase and dark phase (Table I). Post-hoc analysis showed that 21 
days after surgery MPTP rats travelled a significant higher velocity than 
SHAM rats (Fig. 3). No significant lesion effects were detected for the 
measured scores of exploratory behavior (Fig. 4), acrophase (Fig. 5), 
turning behavior (Fig. 6, Fig. 7), immobility (Fig. 8); drinking behavior  
(Fig. 10), gait parameters (Fig. 11, Fig. 12, and Fig. 13) and sucrose 
preference (Fig. 14). Reserpine treatment was used as a positive control. 
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It induced a reduction in sucrose preference as expected  less sucrose 
preference compared to untreated rats (Fig. 14). It have also a significant 
decrease in number of entries in feeding area in day 14 (Fig. 9);  
Two-way ANOVA detected significant time effects on several 
scores (Table I). Significant temporal changes in relation to the surgery 
day were different for the SHAM and MPTP rats for the following 
parameters: time spent in the peripheral, central, and shelter areas 
during the light phase and dark phase (Fig. 4); distance travelled during 




The main result of this study is that in the rat MPTP model of the early 
phase of PD the animals present very few motor deficits. Although we carried 
out a detailed analysis of the behavioral phenotype, the only an increase of 
velocity was detected on 21 days after surgery. 
This result is in agreement with previous studies showing that three 
weeks after bilateral infusion of a high dose of MPTP in the substantia nigra of 
rats, they do not present gross motor deficits [20-23].  This behavioral 
phenotype suggests that intranigral administration of MPTP in rats is a good 
model to study the cognitive deficits that occur in the early phases of PD, before 
gross motor impairments are evident. Motor impairments would interfere with 
the motor performance of the behaviors which are scored as an index of 
learning and memory. 
In the present study, we have conducted a continuous and detailed 
analysis of how locomotion, immobility, gait, rotations and visits to different 
areas of the home cage changed before and after MPTP infusion into the SNc. 
These parameters were scored in both light and dark phases. Differently from 
most studies in which locomotion was evaluated acutely in a novel environment, 
we observed only a mild decrease in locomotor activity between 2 and 3 weeks 
after surgery. The results of the present study were different from a previous 
study in which locomotor activity of MPTP rats were scored for 5 min in an open 
field 1, 7, 14 and 21 days after surgery [25-28]. Reksidler et al. study reported 
that locomotor activity of MPTP rats was decreased 1 day after surgery, 
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increased 7 and 14 days after surgery and normal 21 days after surgery. This 
study also reported increased immobility of MPTP rats 7 and 14 days after 
surgery.  A study by [29] surgery reported reduced locomotor activity and 
increased immobility 1, 7, and 14 days after adult rats received the same dose 
of MPTP into the SNc. Another study by [30] reported impaired motor activity 7 
days after infusion of MPTP into the rat medial forebrain bundle of 12-month old 
rats. Different of Hacioglu et al study, young adult rats were used in the present 
and in the other studies cited above. In addition, differences between the 
previous and the present study may be related to the conditions under which 
locomotor activity were scored. When the animals are transferred from their 
home cage to an open field other factors such as stress and novelty may affect 
exploratory behavior.   
Activity of rats in different areas of the home cage may be affected by 
anxiety-related behaviors (activity in the central vs periphery areas) pattern of 
sleep (time spent in the shelter), feeding and drinking behaviors (visits to the 
areas close to the feeder and water bottles). In the present study the MPTP rats 
were not different of the SHAM rats in none of these scores. The MPTP rats just 
differ from the SHAM rats in number of visits in the feeding area in dark phase. 
These results suggest that MPTP rats present no alteration in anxiety-like 
behavior, sleep pattern, and motivation for consuming water, sucrose and food. 
This is important for studies in which these animals are used to test the effects 
of different treatments on Parkinson-related cognitive deficits [31-34]. However, 
this finding must be taken with some caution. Absence of anxiety-like and 
depression like behaviors in the home cage does not mean that the MPTP rats 
they will not show such behaviors in tests carried out elsewhere. Indeed, some 
studies have shown increased anxiety-like behaviors in MPTP rats tested in the 
elevated plus maze test [35-37]. In addition, although we did not detected a 
reduction in sucrose preference in the MPTP rats, previous studies have 
reported depressive-like behaviors of MPTP rats in the forced-swimming test 
[38, 39]. Another study reported that MPTP rats lost sucrose preference when 
tested 7 and 21 days after surgery [40]. Different of the present study, these 
animals were kept with cage mates and transferred to a different cage in which 
they were isolated only during the test day.  
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MPTP infusion did not induce changes in the circadian locomotor activity 
under regular light/dark cycle. While changes in circadian rhythms are found in 
PD patients, it is not consistently observed in animal models of PD [41]. For 
example, systemic administration of MPTP in mice lengthened the period of the 
endogenous circadian locomotor [42] a phenotype that we propose to be 
associated with depressive-like behavior [43]. On the other hand, another group 
did not find any major alteration after acute or chronic systemic MPTP treatment 
in mice, despite 70% loss of dopaminergic neurons [44] mouse models of 
Parkinson's disease). Thus, even considering the same drug and administration 
route, the results can be conflicting. 
Changes in the sleep-wake cycle are often observed in animal models of 
PD. The loss of dopaminergic neurons in the CNS caused by the intranigral 
lesion of the MPTP toxin promoted several changes in REM sleep in rats 
neurons [45]. Since we did not observe any changes in the circadian rhythms, 
one could say that sleep changes in PD are not directly related to changes in 
the circadian rhythms seen in patients. Another hypothesis, is that circadian 
alterations are more likely to be observed in a later stage of the disease. 
Nonetheless, it is important to notice that changes in the light dark/cycle in mice 
led to an increased response to the toxic effects of systemic MPTP 
administration [46]. Therefore, even though an alteration in the circadian 
rhythms does not seem to be a marker of an early stage of PD, it might 
comprise a risk factor for the development of PD. 
In summary, the MPTP-lesioned rats can be considered a good model of 
early phase PD and combine with the behavioral phenotyping is possible 
investigates more detailed the relationship between recovery process and 
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Fig. 1. Ilustration showing the areas of interest in which the behavioral parameters were 




















Fig 2. Experimental timeline. Arrows indicate when the animals were operated to 
infuse MPTP into the SNc (surgery,S), when one of the bottles of water was replaced by a 
bottle with 1% sucrose solution  (sucrose preference test, SP),  when the rats were 
































Fig. 3. Effect of the partial lesion of the SNc on locomotor activity. Data represent the 
mean ± S.E.M. Top graphics: scored during the light phase of the day; bottom graphics: scored 
during the dark phase. * P <0.05 compared to group sham; #  P <0.05 compared time of sham 
































Fig. 4. Effect of the partial lesion of the SNc on exploratory behavior. Data are  expressed 
as mean ± SEM. Top graphics: scored during the light phase of the day; bottom graphics: 
scored during the dark phase. Two-way ANOVA showed no significant difference among groups. 
# P <0.05 compared time of sham group (basal) and ## P <0.05 compared time on MPTP and 






























Fig. 5. Effect of the partial lesion of the SNc on time of the day that rats presented higher 
locomotor activity (acrophase). Data are  expressed as mean ± SEM.  Two-way ANOVA showed 































Fig. 6. Effect of the partial lesion of the SNc on  the number of clockwise (CW) rotations. 
Data are  expressed as mean ± SEM. Top graphics: scored during the light phase of the day; 
bottom graphics: scored during the dark phase. . * P <0.05 compared to group sham  (basal) and 































Fig. 6. Effect of the partial lesion of the SNc on  the number of clockwise (CW) rotations. Data 
are  expressed as mean ± SEM. Top graphics: scored during the light phase of the day; bottom 
graphics: scored during the dark phase. . * P <0.05 compared to group sham  (basal) and ## P 
































Fig. 8. Effect of the partial lesion of the SNc on immobility. Data are  expressed as mean ± 
SEM. Top graphics: scored during the light phase of the day; bottom graphics: scored during the 






























Fig. 9. Effect of the partial lesion of the SNc on eating behavior. Data express mean ± 
SEM number of entries and time spent in the feeding area. Top graphics: scored during the 
light phase of the day; bottom graphics: scored during the dark phase. * P <0.05 compared to 






























Fig. 10. Effect of the partial lesion of the SNc on drinking behavior. Data express mean 
± SEM visits and time spend in the area close to the bottles of water. Top graphics: scored 
during the light phase of the day; bottom graphics: scored during the dark phase Two-way 






























Fig. 11. Effect of the partial lesion of the SNc gait parameters: paws’ contact area and 
base of support.  Data are  expressed as mean ± SEM. Top graphics: scored of forepaw of the 
animal; bottom graphics: scored of hindpaws of the animal. Two-way ANOVA showed no 




























Fig. 12. Effect of the partial lesion of the SNc gait parameters: stance and stride length.  
Data are  expressed as mean ± SEM. Top graphics: scored of forepaw of the animal; bottom 
graphics: scored of hindpaws of the animal. Two-way ANOVA showed  no significant difference 





























Fig. 13. Effect of the partial lesion of the SNc gait parameters: swing and swing speed.  
Data are  expressed as mean ± SEM. Top graphics: scored of forepaws of the animal; bottom 
graphics: scored of hindpaws of the animal. Two-way ANOVA showed  no significant difference 





























Fig. 14. Effect of the partial lesion of the SNc on sucrose preference (top graphics) 
showed no significant difference among groups. In bottom graphics, the effect of RES 2.0, or 
VEHIC intraperitoneal administration on sucrose preference . * P <0.05 compared to VEHIC-
treated mice (ANOVA followed Bonferroni´s multiple test). Data represent the mean ± S.E.M. (n 




5 DISCUSSÃO GERAL 
No presente estudo analisamos as alterações induzidas pela 
administração de MPTP na SNc de ratos, monitorados continuamente por um 
período de 1 mês. Nosso principal resultado é que o MPTP como modelo DP 
apresenta poucas alterações motoras embora análises detalhadas sobre o 
fenótipo comportamental foram realizadas. 
Esse achado está de acordo com estudos anteriores em que 
mesmo a infusão bilateral de altas doses de MPTP na substância negra 
de ratos há leves ou nenhuma alteração motora (Da Cunha et al., 2001, 
2002; Ferro et al., 2005; Perry et al., 2004). Há porém, parâmetros que 
diferem de estudos anteriores: Não encontramos diferença entre os 
grupos SHAM e MPTP na marcha, rotações e visitas em diferentes 
áreas das caixas moradia. Nossa hipótese é que essa diferença entre 
estudos anteriores e o presente é que realizamos um estudo crônico e a 
maioria dos demais trabalhos realiza estudos agudos. Em adição a isso, 
as condições pelas quais é realizado os experimentos podem influenciar: 
por exemplo, quando o animal for retirado de um local pra outro para 
realizer um teste comportamental, fatores como estresse ou novidade 
poderiam afetar o comportamento exploratório. 
A infusão de MPTP não induziu à alterações na atividade 
locomotora circadiana sob ciclo regular claro /escuro. Embora alterações 
nos ritmos circadianos sejam encontradas em pacientes com DP, não é 
consistentemente observada em modelos animais de DP (Videnovic e 
Willis, 2016). Tanaka et al (2012) mostra que a administração sistêmica 
de MPTP em ratos prolongou o período da atividade locomotora 
circadiana, fenótipo que propomos estar associado a um comportamento 
depressivo (Martynhak et al., 2015). Por outro lado, outro grupo não 
encontrou nenhuma alteração maior após o tratamento sistêmico agudo 
ou crônico com MPTP em camundongos, apesar da perda de 70% de 
neurônios dopaminérgicos (Fifel et al., 2013). Desse modo, mesmo 
considerando o mesmo fármaco e via de administração, os resultados 
podem ser conflitantes 
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Alterações no ciclo sono-vigília são freqüentemente observadas em 
modelos animais de DP. A perda de neurônios dopaminérgicos no SNC 
causada pela lesão intranigral da toxina MPTP em ratos promoveu várias 
alterações no sono REM (Lima et al., 2007). Como não observamos alterações 
nos ritmos circadianos, pode-se dizer que as alterações do sono na DP não 
estão diretamente relacionadas às mudanças nos ritmos circadianos 
observados nos pacientes. Outra hipótese, é que as alterações circadianas são 
mais prováveis de serem observadas em uma fase posterior da doença. No 
entanto, é importante notar que as mudanças no ciclo claro/escuro em ratos 
levou a uma resposta aumentada nos efeitos tóxicos da administração 
sistêmica de MPTP (Lauretti et al., 2016). Portanto, mesmo que as alterações 
nos ritmos circadianos não parecem ser um marcador de um estágio inicial da 
DP, ela pode ser um fator de risco para o desenvolvimento da DP. 
Assim, o modelo do MPTP como fase inicial da DP pode ser considerado 
um bom modelo para estudar os déficits cognitivos que ocorrem nas fases 
iniciais da DP, antes de deficiências motora serem evidentes pois deficiências 
motoras poderiam interferir no desempenho motor dos comportamentos que 



















Em resumo, ratos lesados com MPTP podem ser considerados um bom 
modelo para a fase inicial da DP e combinado com análise de fenotipagem é 
possível investigar mais detalhadamente a relação entre processo de 
recuperação e correspondentes mudanças comportamentais sugestivos de 
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Fig. 15. Equipamento Phenotyper (Noldus). 
 
Fig. 16. Equipamento Catwalk (Noldus)  
